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論 文 内 容 要 旨
序論
抗生物質研究の歴史は、1929年 イギ リスのA.Flemingの透徹 した観察眼による .
peniclmnの発 見に よ ってその萌芽 が開 かれた。 そ してH.W.Floreyによ る
pelllcillinの再発見(1941年)を 契機に、その大量生産の成功 と実用化、およびS.
Waksmanらによるstreptomycinの発見(1944年)に よって開花したといえる。それ
以来、世界中で新抗生物質の探索研究が活発に行われるようになり、現在までに発見され
た抗生物質の数は8千 を越え、従来の抗菌抗生物質に加えて抗癌抗生物質、抗ウイルス剤、
酵素阻害剤等 と活性の上で も幅広 くなり、その一部は臨床的に使用 されている。これらの
抗生物質の実用化により、細菌性感染症の多 くは克服され、.ワクチンの開発でウイルス症
は減少 した。
一方、抗癌抗生物質の場合、癌が本来 自己細胞であり、正常細胞との違いはそれほど大
きくないため、その選択毒性は一般に低いものである。そこで、より選択性が高 く副作用
などの欠点を克服できる、従来の抗癌剤の型に当てはまらない新規な構造を有する薬剤を
見いだすことが必要となって くる。それには、天然物由来の抗癌剤を探索 し、その構造や
作用の 研究 を行 う事 に大 きな意義が有 る
と考 え られる。 そ こで、我 々 も1983
年以来 、土壌よ り採取 した放線 菌の培養
液 を用いて、抗癌 作用 を有 する抗生物質
の ス クリーニ ングをNCIの プ ロ トコー
ルに基 づ き行い、SN-07と 命名 した
新規高 分子 抗腫瘍抗生物質(TableI.)
を発見 した。
SN-07は 、放線菌Act{れo峨αduγα
γ05ε0η乞0乙αCεαvar.η足ゴ琶γαεγし5ゴ5nOV.
var.が生産 す る新規高分子 抗腫瘍抗生物
質であ り、マ ウスに対す る抗癌試験 では、
Pl388白∬[1病、L1210白 血病 、
B16黒 色腫等に有効 であ った1,1ヒ学的
には、平均 分子量22,000で、低分子の
Table1.Physico-chemicalpropertiesof
SN-07.
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赤 色 クロモホア(chromophore)とDNAから構成 されていると考え られ たが 、 クロモホ ァ
の構造 、DNAと の結合様式(SN-07の 構造)、DNAの 生物活性 に及ぼす影響等 は、
SN-07が 不均 一 な物 質で あるたあ に、SN-07を その ま ま用 いての解析が困難 で
あ った。
そ こで本 研究で は、SN-07か らクロモホアを単離精製 し、 その構造を決 めることを
第 一の 目的 と した。次 に、SN-07ク ロモホアの結合様式(SN-07の 構造)を 調べ
る為 に 、SN-07ク ロモ ホ ア と市 販 のDNAを 用 い てSN-07の 再 構 成 物
(ReconstructedSN-07)を作製 した。 これによ って、DNAの 種類 をいろいろ と変
えたSN-07の 再構成物 の作製が可能 とな った。 また、SN-07ク ロモホアの類縁 体
との比較 、並び に塩基配列 の異 なるDNAを 用 いたHPLCに よ る結 合実験 によ り、結 合
に は、SN-07ク ロモ ホアの6"位 の カル ビノールア ミン構造 とDNAの グナニ ンの2
位のア ミノ基が必須で ある ことを示 した。従 って、SN-07は 、SN-07ク ロモホア
がDNAの グアニ ンの2位 のア ミノ基 に共有結合 した物質であ り、SN-07ク ロモホア
単独 と して は、 その共有結 合による核酸合成阻害が作用点 の一 つであ ると考え られた。 更
に、制限酵素反応 とDNaseIフ ッ トプ リン ト法 により、SN-07ク ロモホアはグア
ニ ンの中で も5'一GC-3'配列のグアニ ンに最 も結合 し易い ことを示 した。最後に、SN
-07ク ロモホア単独 の生物作用 と、 グアニ ンを含むDNA、 及 び含まないDNAを 用い
て作製 した再構成物 を用 い、結合の違いが生物 に与 える影響 にっ いて 検討 した。 まだ、S
N-07ク ロモ ホアの検 索の過程で、新規ア ンスラサイク リン抗生物質SN-706を 見
出 したので、単離精 製、並びに構造決定を行い、SN-07ク ロモ ホアとの比較を行 った.
第1章SN-07ク ロモ ホアの単離精製
SN-07に 対 しヌク レアーゼ(DNaseI,nucleaseP1)による分解 や熱 変性を行 い、
クロロホルム抽 出にて クロモホ アの単離精製を試みたが 、精製中 に構造変 化と分解 を起 こ
し、かっ、DNAか ら完全 には遊離 しなか った。そ こで、DNAに 結 合 して いない遊離の
SN-07ク ロモホアの探索を、'培養ろ液、及び菌体を用いて行ったと ころ、IHNMR、
HPLC、FD-MS、TLCで 同一の ア ンス ラサ イクリン系抗生物 質を見出 し、単離 精
製を行 った。 当初、SN-07の 生産培地をその まま用 いて培養 し、 その菌体画 分か ら単
離精製 を試 みて いたが、生産量が低 く、 また、 クロロホルム、酸性溶媒等 を用 いると物質
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が変 化 して収 量 も低下 した。そ こで 、培地 と精製法の検討を行 った結 果、以 前よ りも約5
倍収量が高 くなる方法 を確立 した(Table2,Fig.1.)。この よ うに して、HPLCで 単
一 ピークを示すSN-07ク ロモホ アが 、500リッ トルの培養液か ら約200冊g得 ら才亀た
(Fig.2.)。SN-07ク ロモホ アは、C3=IH3gNO日(分子 量657、 カル ビ ノ …ール ア ミン
型)の ア ンス ラ サ イ ク リ ン抗 生 物 質 で あ り.(Table3.)、微 生 物 化学 研 究 所 の
barminomycinIとの類 似性 が示唆 された。
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第2章SN-07ク ロモホアの構造
SN-07ク ロモホア は、 メタ ノール
中で は比較的安 定であ るが、 クロロホル
ム中や水溶液 中では構 造変化を起 こ し、
一部 は分解 した。精 製中で も酸性条件下
で は変化 を起 こすため、単一のSN-0
7ク ロモ ホアの取得 とNMRの 測定 は当
初困難を極 めたξ構 造決定 にあた って は、
まず、通常 のア ンスラサ イク リンに周
い られ る条 件に従 って加水分解 を行い、
carminomycinone(0.1KHCI,90ｰC,
60分)、carminomycinI(0.4NHC1、
室温、2時 間)を 同定 した。CDC13中
での 噴NMR、1H-IHCOSYで は、
3.75ppm(1H,d,」=8.3目z)を6"位
の プロ トンと帰 属 し、FD-MS、SI
-MSで は639のフラグメ ン トピークし
Table3.
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か観測 され なか ったが、元素分析の結果 と も併せて カル ビノールア ミン構造が考 え られた。
この構造 は、CD30D中でlH-13C}IMQCを測定 し、3.75ppmのプロ トンが95.4pp田の
カーボ ンと相 関が認あ られ た ことか ら確定で きた(Fig.3.)。同 じサ ンプルをCDCI3中で
長時間13CNMR、IH」3CCOSYを 測定 して いると、NMRの シ グナル とHPLCの
パ ター ンが変化 し、 カル ビノールア ミン構造の ピークAの 他 に、新た に2っ の ピー クB、
Cが 生 じた(Fig.4.)。また、NMR上 で は最初に観測 された3.75ppmのシグナルが小
さ くな り、代 わ りに7.45ppm(1H,d,」・4.OHz)に新たな シグナルが観測 された。 この
プ ロ トンは 噴一置3CCOSYに お いて、164.8ppmのカ ーボ ンと相関が認あ られ た ことか
ら、6"位 が イ ミン構造 に変 化 した物 と考えた。 これは、変化後の ピー クBを 単離 し、
1RNMRを 測 定 し確認 した。 さ らに、 もう1つ の ピークCは 、6"一Kが5.37ppm(s)
に、7"一CH3が1,75ppm(s)にそれ ぞれ変化 して いた。5㌧Hに 相 当す る シグナルが消
失 したが、FD-MSか ら640(M+II)+が検出 されたため、 イ ミン構造の互変異性体で
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あ るエナ ミン構造体 と同定 した。
4.に まとめ た。
3種の構造体の1HNMRの ケ ミカル シフ ト値をTable
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Table4.'HNMRchemicalshiftsofSN-07chromophore.
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以上 の構 造を再確認す るために、SN-07ク ロモホアをMeOH:1NCH3COOH・2:1
の溶媒 中、0℃ にて15分 間、NaBH3CNによる還元反応を行 った。 ほぼ1:1の 割合で2
種類 の還 元体が得 られ た。1っ はC33H3g暫0!2(分子量641)の6"位 が メチ レンにな っ
たア ンスラサ イク リン抗生物 質で、 もう1っ はC33H4監NO13の6"位がハ イ ドロキ シメチ
ルにな った既知抗生物質carminomycinIIIであ った。 その構造か ら、前者 はイ ミン型の、
後 者 はカル ビノールァ ミンがアルデ ヒ ド型に変 化 した後の還元体 と考え られ る。以上 によ
り、SN-07ク ロモホア は、条件 によってアルデ ヒ ド型#カ ル ビノールア ミン型#イ ミ
ン型#エ ナ ミン型のよ うに構造変化 を起 こす と考え られた(Fig.5.)。
第3章 新規アンスラサイクリン抗生物質SN-706の 単離精製と構造
SN-07ク ロモ ホアの検索 の過程で 、同 じ菌株が新規のア ンスラサ イク リン抗生物 質
を生産 してい ることを見串 したあで 、SN-706と 命名 し、SN-07ク ロモホアの場
合に準 じて単離精製 を行 った。 構造決定 は、定法 ど うり加水分解、NMRを 用 いて既知物
質carminomycinHIとのケ ミカル シフ ト値の比較、並 びにIH-IHCOSY、IH-BCC
OSYを 測定 して 行 った(Table5.)。
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SN-706は{Cρ6H45NOH(分 子 量715)のcarminomycillIi、あ る い はHIの6「
位 に 一C翫COC疑3が結 合 した 新 規carmlnomycln系抗 生 物 質 で あ っ た(Fig.6.)。 活 性 は 、
SN-07ク ロ モ ホ ア の 還 元 物(II)よ り は や や 強 か っ た が 、SN-07ク ロ モ ホ ア よ り
は 弱 か っ た 。
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Fig.6.ThestructuresofSN-706andrelatedcompound;.
第4章SN-07の 再構成とSN-07ク ロモホアのDNAに 対する結合特異性
(1)SN-07の 再構成
SN-07ク ロモホアと市販 のcalfthymusDNAを用いて、SN-07の モ ル比1:
16』(SN-07ク ロモホア ・657、DNAlbase・325)にな るように混合 した後室温
で反応 させ ることによ り、SN-07の 再構成を 加 顔 γoで行 った。再構成物 は、UV
スペ ク トル、酵素反応 に対す る抵抗性の性質、及 び生物活性(殺 細胞、抗菌活性)がSN
-07と 一 致 した(Fig。7.)。これによ って、SN-07がsN-07ク ロモ ホアとDN
Aよ り成 り、SN-Q7ク ロモホアが活性本体で ある事が明 らか とな った。
再構成物 に用 いるDNAの 種類 を変えて3tα擁y`ococα£5αuγε協209Pに 対す る影響を
見 ると、 グアニ ンを含むDNAを 用 いた場合SN-07ク ロモ ホアの活性を抑制す るが、
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グアニンを含まないDNAで は抑制が弱かった
(Table6.)。この傾向 は、他の細菌やL12
10細 胞で も認め られ、SN-07ク ロモホア
の活性部位がDNAの .グアニンとの結合によっ
てマスクされている為と考えられた。
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一方、KB、HeLa細 胞で は、DNAの 種
類に関係なく、再構成物においてSN-07ク
ロモ ホアの活性 が増強 され た(F・ig。8.)。
72 苔6
???
?
??
? 〜???
?、、
、
?
?
?
??
?
?
?
?
??????
???
?
??
?
?
?
??
???」
〜
??
?
'に ヒ .・一 一
Fig.7.1三 【ミでc璽、 ・・ゼSN一 畢」F.}=1JRじ いlr:、:r」㌔L』・ISN一`ド リ=
Gr(、、、d亀 い ド 、1いu、cl一 じukじ=℃1こ=Llコ11(.cli・
CyIotoxicLI}、、こい:nCほ5urぐdU、}信gntいU、cICし=Lぐa}i乙 五[」 二ln
しこtIし しユ[【しLrじ こ匠きde、cribcd聖n、1a霞orial、and、1e芝h面 、.
la,SN・ 〔17.(h}Recon卜truc巴 じdSN・ け 「db二 一 ●
ぐonIrd已r、 ・"d=二 こ.1,,ingml;▲.【9.こn撃ml:
.△ ・ .〔1.4ngmi二 量ll.汽ngmh1hCC・nccn監ra・
tK、nHldudcd疋hc、 、ci陛ト ミ 、 19DN.へ 」.
loo「
?
、?
」
「?ー
ー
??
?
?ー
?
??
?
?
?
?
?
?
?
「
?
??
?
」?
???
?
?
?
???
?
?
?
?
??
aO
.つC50.C20(iεOコ2128
Concen星「a曜lon(ng'ml)
Fig.8.Cy匙oIoxickyofSN・`1フChromophore.SN一了17.Rcじ{、r1、truclじdSN-1}7.、しn、 ㌧、巳【h・しトRぐ 、・.・「Nruじ1¢dSN・
0.7DerivativestoHeLACcllCulture.
Cytotoxici【ywasrneasurcdusingHcLaccllcukurcasdcき(:rlbcdln、laτerial、劉nd、1ヒ雷h{Dd、 ▲.SN一 【r
chromophoreほ}:一●.一・.SN-07=一一〇 一.Rcconstruc【edS浅一il7iH[;...蟹・ .,lll・pし,i}kKトしK-,pl}1》ldG-dC}:
一△ 一一.〔1トpoly{d卜dC)一po[y`dトdC〕.
一184一
構造か ら推定す ると、SN-07ク ロモホア
には2個 所 のDNAと の結合部位が 存在す る。
一 っ は、ア ンスラサ イ クリン抗生物質 に通常認
め られ るア グ リコ ン部位(carminomycinone部
位 、 インターカ レーシ ョン)で あ り、 もう一つ
は、 グアニ ンの2位 のア ミノ基に共有結 合す る事
が知 られて いるpyrrolo(1,4)benzodlazepine
系抗生 物質 に共通 に認め られ るカル ビノールア
ミン部位(あ るいはそれ と等価の イ ミン部位、
共 有結合)で あ る。SN-07ク ロモホアが ア
ンス ラサイ ク リン抗生物質で あ りなが ら、 イ ン
ターカ レーシ ョンとは異 なる共有結合 もしてい
ることを証明す るたあに、HPLCを 用 いて、
第2章 で得 られた カル ビノールア ミン部位を還
元反応によ ってっぶ した2種 類の類縁化 合物
(還元物、carminGmycinIII)との、DNAに 対
す る結合の比較 を行 った。還元物(E)、carr
inomycinm(11Dの構造 をFig.9.に示 した。
いずれ も6"位 の構造 のみが異なるア ンスラ
サイ ク リンで あり、還元物 は8員 環 は有 するが
カル ビノールア ミン構造 を有 さず 、carminomyc-
inIIIは、8員 環、 カル ビノールア ミン共 に有
さない化合 物で ある。す ると、SN-07ク ロ
モホアは、chickenerythrocytesDNAと経
時的に、用 いたHPLCの 条件では外れない結
合を形成 して い くが 、他 の2つ はDNAか ら遊
離 し結 合 しなか った(Fig.10.)。同様の結 果
がSN-706を 用 いた場 合 も得 られた。 また、
SN-07ク ロモホア とcar面nomycinU1
との再構成物 に対 して、 煮沸 した後 ヌクレア ー
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Fig.9.
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ゼ によ り分解 を行 った。 す ると、前者 はSN
-07の 場合 と同様 に、SN-07ク ロモ ホ
ァはDNAか ら.完全 に遊離 しなか った(78
%)が 、後者 は煮沸のみでcarmlnomycin〔H
が100%遊 離 した(Table7.)。それ ら
の ことか ら、SN-0 、7クロモホアのDNA
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dscribedjη 浅1aξe♂油152πdMeεhod5.一 ● 一..SN.07
chomophore-poly{dG-dC)・poly{dG-dQ二・。一● 一・.SN-07
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への結 合は、他の2つ の ア ンスラサイ ク リンが 示す イ ンターカ レーシ ョンとは異な る＼ 共
有結 合 と思われ る強 い結合で あ り、結 合には6"位 の カル ビノ 一ール ア ミン構造が重要 な役
割 を果 た して い る事が明 らか とな った。
次 に、SN-07ク ロモホ アを用 いて、同様の実験をDNAの 種類を変えて行 ったとこ
ろ、 グアニ ンを含 むDNAと は経時的 に結合 してい くが、 グアニ ンを 含まないDNAで は
他の2っ の アンスラサイ ク リン抗生物質の場合 と同様に遊離 した。 特に、poly(dG-dC)・
poly(dG-dC)には結合 し、poly(dl-dC)・poly(dl-dC)には結 合 しない ことか ら、結合 に
は グアニ ンの2位 の ア ミノ基 が重 要 な役割 を果 た して いる事 も明 らか とな った(Fjg.
11.)o
(2)SN-07ク ロモ ホアのDNAに 対す る結 合特異性
結 合 実 験 に よ り、 グ アニ ンを 含 むDNAで も、poly(dG-dC)・poly(dG-dC)と
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poly(dG)・poly(dC)』に対 してのSN-07ク ロモ ホアの結 合速度が異 な って いた(Flg。
11.)ため、塩基 配列 によ って結 合の しやす さが異 なると考 え、SN-07ク ロモホァ ー
λDNA複 合体 に種 々の制限酵素を作用 させ、 アガロースゲル電気泳動 にて分 析 した。 す
る と、5'一GC-3'配列 を切断部位に有 する制限酵素(骸 α1,καεIIL配uI)に おいて最
も強 く阻害が認 め られた(Fig.12(a).)。一方、5'一TA-3'配列 を切断部位 に有す る制限
酵 素(Pγα1,εcoRV)と5㌧TC-3'配列を切断部位 に有す る制限酵 素(α αDに おいて
最 も阻害が弱 か った(Fig.12(b).)。また、切断部位の近傍 に5㌧GC-3'配 列を有す る
制限酵素(P3tI,翫 磁HI,祝uI)で も阻害が強 く認 め られ た(Flg.12(c).)。他の制
限酵素(β伽 田・B郎IL醒 帥L勘 α.iL3cαL.梅αL翫 ガL3酸 α1,3α己Lκ 加
Dで は部分 的な阻害が 認め られ た。 しか し、 カル ビノール ア ミン講造 を有 さな いア ンス
ラサ イク リン抗 生物質であ る還元物、carminomycinIII、及びSN-706で は、同条件
下 で、何れ の制限酵素 にお いて も阻害 は認め られなか った。 したが って、SN-07ク ロ
モホ アはイ ンターカ レーシ ョンとは異 なるよ り強い結合(共 有結合)で 、 グアニ ンの中で
も5'一GC-3'配列の グアニ ンに結 合 し易 い事が示 された。
これ までの結果 をま とめ ると、SN-07はSN-07ク ロモホ アとDNAと の共有結
合体で あ り、SN-07ク ロモホア 自体は、DNAと 反応 させ ると直 ちに スペ ク トル上で
深 色効果 と淡色効果が認 め られ ることか ら、 イ ンターカ レー ションした後、徐 々にDNA
に共有結 合 して ゆ くものと考え られる(Fig.13.)。
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第5章DNaseIフ ッ トプ リン ト法 による結合部位の解1斤
SN-07ク ロモホ アのDNAと の
結合部位 の塩 基配列を調べ るために、
DNaseIフ ッ トプ リン ト法 を行 っ
た。pBR322から得た約150bpのD
NA断 片 を用 い、SN-07を 再構成
す る時の条件 下で薬剤を結合 させた後、
DNaseIで 消 化 した。SN-07
クロモホアーDNA複 合体 にお いて、
5～11bpの 大 きさのDNaseI
抵抗性部位が6個 所 認め られた'(Fig.
14.)。そ して 、その全ての個所 に
共通 に5㌧GC-3'配 列が認め られた。
抵抗性 は、SN-07ク ロモホ ア:
DNA=0.04:1の モル比以上で認
め られ、それは、制限酵素摩応の阻害
が認め られ る割合 とほぼ同 じであ った。
また、抵抗性部位 の近 傍に感受性部位
が認め られた ことか ら、SN-07
クロモホ アの結合 によ ってDNAの コ
ンポ メーシ ョンが変化 を起 こ してい る
事 が示 唆 され た(Fig.15.)。還 元物、
感受 性共に認 め られ なか った。
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carminomy6inHIでは、 同様の条 件で抵抗性 、
第6童SN-07ク ロモホア と再構成SN-07(SN-07ク ロモ ホアーDNA複 合
体)の 生物活性
(1)SN-07ク ロモ ホアの生物作用
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S凶 一 〇7ク ロモホアは、DNAに 対する結 合部 位を2個 所有す るため、類縁の ア ンス
ラサ イク リン抗生物 質(還 元物、carminomycinIH、SN-706)に比べて高 い活性 を
有 してい る(Table8.)。SN-07ク ロモ ホアは、L1210細 胞 、5紘蝕yこococcu5
㎝γε囎 に対 して0.016ng/ml、100ng/mlでそれ ぞれの成育 を完全 に抑 制 した。 また、
何れ もDNA、RNA合 成 を限害 したが、同濃度 でタ ンパ ク合成は阻害 しなか った(Fig。
16,TabIe9.)。DNApolymeraseI、RNApolymeraseに対す る阻害 を、 λDNA
を基質 と して調べ 斥と ころ・両者共阻害 された(DNA:IC5・ ・0・28μ9/ml・R邸A:
IC5。ニ2.3μg/ml)。以 上 、 調 べ た系 にお け るSN-07ク ロモ ホ アの 阻 害 は 、
daunomycinやcarminomycinと同 じクラス1に 属 するア ンス ラサ イ クリンの傾向で あ っ
た。 また、同濃度 のSN-07ク ロモホア存在下のDNApol獅eraseI反応系 において、
poly(dG-dC)・poly(dG-dC)を基質 と した時の 方がpoly(dA-dT)・poly(dA-dT)のo寺よ り
限害が強 く認め られ た(Fig.17.)。これは、先に示 したような、SN-07ク ロモホア
の グアニ ンへの強 い共有結合 によ る阻害を反映 した結果であ ると思われ る。
SN-07ク ロモホ ア は 、K562細 胞 に対 して 分化 誘 導活 性 を 有 し、そ れ は 、
carminomycinmの80倍、daunomycinの20,000倍と極めて強い活性 を示 し、 それぞ
れの殺細胞の強 さに比例 していた。
(2)SN-07ク ロモホア ーDNA複 合体の生物活性
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Table8.AntibacterialactivityofI,IIandcarminomycinI[1(agardilutionmethod).
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Fig.17.EffectofSN-07chromophoreonDNApolymeraseIreactionof
SN-07chromophoreusingPoIy(dG-dC)・Poiy(dG-dC)andPoly(dA-dT)
.poly(dA-dT)asatemPlate .
1箆か伽oでSN-07の 再 構成 が可能 とな ・ったので、SN-07ク ロモホアがイ ンター
カ レー ション して いる複 合体、SN-07ク ロモ ホアーpoly(dl-dC)・poly(dレdC)と、共
有結 合 して い る複合 体、SN-07ク ロモ ホアーpoly(dG-dC).・poly(dG-dC)を作製 し、結
合様式 の違 いがSN-07ク ロモホ アの活性 に及ぼす影響 を調べ た(天 然 のSN-0・7は
DNAに 共有結 合 して いる複合体 と考え られ る)。 第4章 で述 べたよ うに、SN-07ク
ロモ ホアがDNAに 共有結 合 した場合、一般的にSN-07ク ロモホアの活性 を低下 させ
るが、K璋 、HeLa細 胞 に対 して は作用時間が長 くなる と活性 を増 強するとい う特徴的
な 傾向 を示 した 「(TablelO.,。そ こで、SN-07ク ロモホア ーDNA複 合体が 、SN-
07ク ロモ ホ ア単 独 よ りは有 効 性 を示す 、SN-07ク ロモ ホ アの プ ロ ドラ ッグ(
prodrug)とな りうる可能性 を考え、 マウスを用 いて 乞托 厩ひoにおける抗癌活性 を測定 した。
P388白 血 病細胞を移植 したマ ウスに9日 間静脈投与を行い、抗癌 活性 を延命率(I
LS:IncreaseinLifeSpan)で表 したと ころ、SN-07ク ロモホア、SN-07ク
ロモホ アーpoly(dl-dC)・poly(dI-dC)、SN-07クロモ ホアーpoly(dG-dC)・poly(dG-
dC)で差が認 め られた。SN-07ク ロモ ホア、SN-07ク ロモ ホアーpoly(dI-dC)・
poly(dl-dc)の最 大活性 は、それぞれ10μg/kg(SN-07ク ロモ ホア重量換算)でI
LS-32%、51%を 示 し、後者の方で延命効果増強が認め られた。 また、SN-07ク
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ロモホァーpoly(dG-dC)・poly(dG-dC)での最大活性は、2.5μg・.kgでILS=26写であ
り、有効濃度 は低下 した ものの延命率の増 加は認め られなか った(Table11.)。これ らは、
イ ンターカ レーシ ョンでDNAと 結合 してい るDaUl10iwcin-DNA複合体の結果 、及び共
有結 合でDNAと 結 合 して いるAnthramycin-DNA複合体の結 果をそれぞれ反映 してい
た。 このよ うに、系 と投与法によ っては、おそ らくは、SN-07ク ロモホアのDNAか
らの外 れやす さと、外れたSN-07ク ロモホアのその系での安定性 のために、結 合の違
いによ って 活性発現に差が認あ られ ると考え られ る。以上によ り、SN-07ク ロモホア
のみな らず 、再構成 物 もSN-07ク ロモホアのユニ ークなprodrugとしての期待が大 い
に拡大 した。
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第7章 結論と総合考察
(1)高分子抗腫瘍抗生物質SN-07か らヌクレアーゼ処理によりクロモホアを単離精
製すると共に、同じクロモホアを培養ろ液と菌体か ら効率よく単離精製し、その物
理化学的性状を明らかに した。
(2)SN-07ク ロモホアの構造と構造変化の様式を、酸加永分解、
元反応等によって決定 した。
2次元NMR、 還
(3)新 規 ア ンスラサ イ クリン抗生 物質SN-706を 単離精製 し、構造決定を 行 った。
(4)単 離精製 したSN-07ク ロモホアと市販のDNAを 用 いて、SN-07をfπ
加εγoで再構成 し、 その性質 が天然のSN-07と ほぼ同一 であ ることを示 した。
これに より、種 々の再構成SN-07の 作製が可能 とな った。
(5』)作製 した再構成物の性質とSN-07ク ロモホアの構造上の特徴か ら、グアニ ンと
の共有結合が考え られた。そこで、HPLCを 用いた簡便な結合実験により、SN
-07ク ロモホアのDNAへ の結合が他の類縁アンスラサイクリン抗生物質と『は異
なる共有結合であること、それにはSN-07ク ロモホアのカルビノールア ミン構
造 とDNAの グアニ ンの2位 のアミノ基が関与 していることを明らかに した。
(6)制 限酵 素反応 とDNaseIフ ッ トプ リン ト法によ り、SN-07ク ロモホ アが グ
アニ ンの中で も5㌧GC-3'配 列の グアニ ンに結合 しやすい とい う、結合に塩基配
列 の特 異性があ ることを明 らかに した。DNAに 作用す る抗生物 質の中で、 インタ
ーカ レーシ ョンと共有結 合の両方でDNAに 作用す る物 質は、SN-07ク ロモホ
アが初めてであ り、 また、 ア ンスラサ イク リンで この様には っきりと塩基 配列特異
性 を示 す物質 もSN-07ク ロモホアが初めてであ った(Fig.18)。
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(7)SN-07ク ロモ ホアとその再構成物 のL』1210細 胞、3亡⑳九y己ococσu5雄γeu5
、に対す る作用 を調べた ところ、DNA、RNA合 成を阻害 した。 これ は、daunomy-
clnやcaminomycinのような クラス1に 属す るア ンスラサ イ クリンと類似の阻害
傾 向であ った。
(8)P388白 血病の担癌マ ウスを用いた 貌 翫ひo試験 において、再構成SN-07
(SN-07ク ロモ ホアーDNA複 合体)がSN-07ク ロモホアの有用なprod-
rugとな り うる ことを示 した。
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審 査 結 果 の 要 旨
本研究は放線 菌Actinomaduraroseoviolaceaの1株が生産 し,培 地中でDNAと の複 合 体 と し
て存在す る高分子高腫瘍性抗生物質SN-07につ いて,そ の活性本 体 と しての赤 色 ク ロモホ アの
構造 と,作 用機構 の上で重要 なDNAと の結合様式を明 らかに した ものであ る。
先ず,DNAと 結合 していない遊離 のSN-07クロモホアを大量 に生産す る培養条件 と同 ク ロモ
ホアの精製法を確立 した。次 に種 々の機器 分析 を行 って同物質が カル ビノール ア ミン構 造を含 む
新規の アンス ラサイ ク リソ抗生物質で あることを明 らか に した。SN-07はメタ ノール 中で は比
較的安定であ ったが,ク ロロホル ムや水溶液中では不安定 で構造変化 を起 こした。構造変化の結
果得 られた化合物 を精製 し,構 造決定を行い クロモホア中のカル ビノールア ミンが アル デヒ ドお
よびエナ ミン構 造に変化 したものであることを明 らかに した。
次に,SN-07におけ るクロモホア とDNAの 結合様式 を調べ る 目的 でSN-07ク ロモ ホ ア とコ
ウシ胸線DNAと の再構成 条件を検討 し,UVス ペ ク トル,酵 素反応に対す る抵抗性,殺 細胞 お よ
び抗菌活性 の各 面で放線菌培地中 のSN-07と同様 な性質を示す複合体を形成 ぜ しめ る ことが で
きた。
さらに,DNAと の結合様 式を詳細 に調 べるため塩基配列 の分 か った合成DNAや プ ラス ミ ド
DNAとの結合性の検討,SN-07クロ・モホアの構造類縁体 の結合能の比較,DNA一 クロモホ ア複
合体に対する各種制 限酵素 の反応性の分析,DNaseIフヅ トプ リン ト法に よる結合塩基配列 の分
析な どを行った。 その結果SN-07ク ロモホアはア ンスラサイ ク リン抗生物 質に共通 す るア グ リ
コン(カ ル ミノマイシノ ン)部位 によるDNA塩 基対間へ のインターカ レーシ ョンのほかに,カ ル
ビノール ア ミンとグアニ ソの2位 のア ミノ基 との共 有結 合に よ りDNAと結 合す るこ とが 明 らか
に された。また,DNA中 の5LGC-3'配列中の グア ニソに結合 しやすい とい う塩 基配 列特 異性
も示 された。
以上の ように本研究 によ り,同 一化合物 中に2つ の異 なるDNA結 合部 位を有 す る新 規 抗生物
質の構 造 とDNA結 合様 式の詳細 が明らかに され,DNAを 標的 とす る抗生物質研究の分野に新知
見を加えた ことか ら審査員一 同,著 者は農 学博 ±:の学位 を授与 され るに充分な資格を有す るもの
と判定 した。
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